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基础 研究 


siRNA 干 扰 相 互 作用 乍 日 1 表达 抑制 胺 质 瘤 细胞 的 侵袭 迁移 
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摘要 :目的 探讨 小 干扰 RNA(CsiRNA) 干 扰 降 低 PC4 和 SFRS1 相 互 作用 蛋白 1(PSIP1) 的 表达 对 人 胶 质 瘤 U87 细 胞 侵袭 和 迁移 
的 影响 并 初步 探讨 其 机 制 。 方法 采用 化 学 合成 靶 向 PSIP1 的 siRNA, 脂 质 体 法 转 染 U87 细 胞 ,用 Real-time PCR IW RNA F 
扰 效 率 ;Transwell 侵 袭 实验 测 细胞 侵袭 能 力 ; 划 痕 实 验 检 测 其 迁移 能 力 ; 干 扰 PSIP1 表 达 后 , Western blot 检测 间 质 细胞 来 源 的 
N-cadherin f-catenin 蛋白 和 转录 因子 Slug 的 表达 。 结果 PSIP1-siRNA 转 染 胶 质 瘤 U87 细 胞 后 ,PSIP1 的 mRNA 水 平 及 蛋白 
水 平 明显 下 降 (P<0.001) , U87 细胞 侵袭 和 迁移 能 力 下 降 ,与 阴性 转 染 组 及 未 转 染 组 相 比 差 异 有 统计 学 意义 (P<0.001, P< 
0.001) , Western blot 显示 , 间 质 细胞 来 源 的 N-cadherin .B-catenin 蛋白 表达 量 降 低 , 同 时 与 上 皮 间 质 转化 (EMT) 相 关 的 转录 因 
F Slug 的 表达 降低 。 结论 在 胶 质 瘤 中 ,抑制 PSIP1 的 表达 可 抑制 肿瘤 细胞 的 侵袭 和 迁移 , N-cadherin, -catenin 蛋白 和 转录 
KIF Slug 的 表达 量 降低 ,提示 PSIP1 可 通过 调控 经 典 Wnt/B-catenin 信号 通路 来 调节 Slug 的 表达 ,进而 调控 EMT, 从 而 参与 胶 
Wogi U87 细胞 的 侵袭 及 迁移 。 
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Abstract: Objective To investigate the effect of small interfering RNA (siRNA)-mediated silencing of PC4 and SFRSI 
interacting protein 1 (PSIP1) on invasion and migration of human glioma U87 cells. Methods Chemically synthesized siRNA 
targeting PSIP1 gene was transfected into U87 cells via lipofectamine, and the gene silencing effect was determined using 
real-time PCR. The changes in the invasion and migration abilities of the transfected cells were assessed with Transwell assay 
and wound healing assay, respectively. Western blotting was used to analyze the expression of N-cadherin, -catenin and the 
transcription factor Slug. Results The mRNA and protein level of PSIP1 was significantly reduced in U87 cells after 
transfection with PSIP1 siRNA (P«0.0001). PSIP1 knockdown in U87 cells resulted in significant suppression of cell invasion 
and migration abilities (P«0.01) and also reduced N-cadherin, B-catenin and Slug expressions. Conclusions Silencing of PSIP1 
impairs the invasion and migration abilities of glioma cells and lowers the expressions of N-cadherin, f-catenin and Slug, 
suggesting that PSIP1 may regulate Slug by classical Wnt/B-catenin signaling pathway to modulate epithelial-mesenchymal 
transition and promote the invasion and migration of glioma cells. 
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PC4 和 SFRS1 相互 作用 蛋白 1(PSIP1) ,也 被 称 为 
晶状体 上 皮 源 性 生长 因子 (LEDGF) 是 肝癌 衍生 生长 因 
子 家 族 成 员 之 一 ,主要 在 脑 心 脏 和 举 丸 等 人 体 组 织 
表达 ,还 可 参与 肿瘤 细胞 的 生长 .增殖 分 化 及 血管 生成 
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等 诸多 肿瘤 病理 生理 过 程 ””。 在 胶 质 瘤 中 ,其 对 肿瘤 的 
侵袭 .迁移 作用 尚未 见报 道 。 因 此 ,本 研究 用 siRNA 王 
扰 技术 使 PSIP1 和 蛋白 表达 降低 ,通过 体外 侵袭 .迁移 实 
验 检测 U87 细 胞 侵袭 迁移 能 力 ,探讨 PSIP1 在 胶 质 瘤 发 
生 侵袭 转移 中 的 作用 ,为 胶 质 瘤 的 靶 向 治疗 提供 新 的 理 
论 依据 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 

人 脑 胶 质 瘤 U87 细胞 购置 中 国 科学 院 上 海 细 胞 
库 ;siRNA 由 上 海 吉 玛 制药 技术 有 限 公 司 设计 和 合成 。 
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Lipofectamine2000 Reagent I4 F] Invitrogen; Transwell 
/]vz& 7j Corning J^ iih ; PSIP1(1:500) ,Slug .N-cadherin , 
B-catenin 及 B-Actin(1 :1000) 免 单 抗 和 羊 抗 免 二 抗 均 购 
自 Sigma。 

1.2 方法 

1.2.1 siRNA 设计 合成 S8] PSIPI 基因 的 特异 性 
siRNA JY 7 JJ : 1E Y. 5-AGACAGCAUGAGGAAG 
CGdTdT-3', JZ X. $£ 3-dTdTUCUGUCGUACUCCUU 
CGC-5'。 合 成 的 siRNA 粉末 溶解 在 RNase Free dO 
中 ,配制 成 20 mmol/L 储存 液 分 装 保存 ,按照 转 染 试剂 
说 明 书 进行 转 染 )。 

1.2.2 细胞 培养 及 转 染 _U87 细 胞 使 用 含 10% 胎 牛 血 清 
及 1% 青 霉 素 和 链 霉 素 的 DMEM 置 于 37 % ,5% CO, 
湿度 充分 的 恒温 培养 箱 中 培养 。 转 染 前 1 d, 将 U87 细 
胞 传代 于 6 和 孔 板 中 培养 ,细胞 密度 应 能 在 24 h 内 使 细胞 
汇合 达到 70%~90%。 按 Lipofectamine2000 Reagent 
说 明 书 进行 转 染 。 转 染 后 6~8 h 更 换 含 血清 的 完全 培 
养 液 培养 。 

1.2.3 Real-time PCR 检测 将 实验 分 为 3 组 ,PSIP1- 
siRNA 转 染 组 、Negtive control-siRNA (NC-siRNA ) #Ẹ 
染 组 及 未 转 染 组 。 每 组 至 少 3 个 重复 。 各 组 同时 检测 
目标 基因 和 管家 基因 (GAPDH) 的 Ct 值 。 分 别提 取 各 
组 转 染 后 24 h 细胞 总 RNA, 总 RNA 进行 反 转 录 成 
cDNA ,通过 实时 定量 PCR 扩 增 目的 基因 。 反 应 体系 为 
20 mL, 其 中 SYBR Ex Taq 10 mL, 上、 下 游 引物 各 0.4 mL, 
cDNA 2 mL,ddH.O7,2 mL。 反 应 条 件 为 :95 C 预 变性 
30 s,95 % 变 性 5 s,60 % 退 火 、 延 伸 20 s, 反 应 40 个 循 
环 。 采 用 2“^“^s 法 分 析 目 的 基因 mRNA 的 相对 表达 水 
平 。 扩 增 基因 的 特异 性 引物 序列 为 :GAPDH: 
5'-ATCATCAGCAATGCCTCCTG-3' (forward) , 5'-AT 
GGACTGTGGTCATGAGTC-3' (reverse) ; PSIP1: 5'-T 
GTAAAGCCACCCACAAACA-3 (forward) , 5'-GTTG 
CTGCCTGTTGACTTGA-3'(reverse)。 

1.2.4 Western blotting 检 测 实验 分 组 同 1.2.3, 转 染 24 h 
后 ,提取 各 组 蛋白 ,测定 蛋白 浓度 。 取 各 组 等 量 的 总 蛋 
F1itfT SDS-PAGE 电泳 , 转 膜 ,封闭 ,一 抗 . 二 抗 儿 育 后 
显影 。 所 加 一 抗 分 别 为 : PSIP1 (1: 500) , Slug, 
N-cadherin b-Catenin 及 b-Actin(1:1000)。 将 所 得 结 
果 分 别 进行 分 析 。 

1.2.5 细胞 侵袭 实验 实验 分 组 同 1.2.3。 应 用 8 mm 滤 
膜 Transwell 小 室 , 分 别 收取 各 组 转 染 24 h 后 PSIP1 表 
达 下 降 的 胶 质 瘤 U87 细胞 和 对 照 细胞 采用 DMEM 重 
Æ, H200 mL 细胞 悬 液 8x10ymL) 加 入 上 室 , 下 室 加 入 
500 mL 含 10% 胎 牛 血清 的 PDMEM 置 于 37 C,5% CO. 
孵 箱 培养 8 h 后 取出 。 甲 醇 固 定 后 DAPI 染 色 , 置 200 倍 
倒置 显微镜 下 观察 ,随机 取 10 个 视野 ,计数 小 室 下 面 的 


细胞 数 。 实 验 重复 3 次 。 
1.2.6 细胞 迁移 实验 实验 分 组 同 1.2.3, 转 染 24h 后 , 收 
取 各 组 细胞 ,采用 无 血清 培养 基 传 代 于 新 的 6 孔 板 中 培 
养 ,细胞 密度 以 贴 壁 后 细胞 汇合 达 90% 以 上 为 宜 ,培养 
过 夜 ,200 mL 枪 头 用 于 划 痕 ,分 别 于 0.24.48 h 观 察 细 胞 
并 拍照 。 计 算 不 同时 间 段 细胞 迁移 面积 。 实 验 重复 3 次 。 
1.3 统计 学 方法 

各 组 实验 数据 以 均 数 + 标准 差 表 示 ,统计 处 理 采 用 
SPSS 20.0 和 Graph pad 6.0 软 件 进行 单 因 素 方差 分 析 ， 
P«0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 4% siRNA 后 U87 细 胞 中 PSIP1 mRNA 水 平和 有 蛋 
白水 平 的 变化 

转 染 24 h 后 ,分 别提 取 各 组 U87 细 胞 的 RNA 进行 
检测 ,验证 其 干扰 效果 ,PSIP1-siRNA 转 染 组 0.68+0.01 
较 NC-siRNA 组 0.99+0.02 及 未 转 染 组 1.13+0.01 U87 
细胞 中 PSIP1 在 mRNA 水 平 明 显 下 降 , 差 异 具 有 统计 学 
意义 (P<0.001)。 转 染 24 h 后 ,提取 各 组 细胞 的 蛋白 进 
行 Western blot 检 测 ,PSIP1 蛋白 相对 表达 强度 各 组 分 
别 为 :PSIP1-siRNA 转 染 组 0.27+0.03, NC-siRNA 组 
0.59+0.04, 未 转 染 组 0.60+0.05; 与 NC-siRNA 组 及 未 转 
染 组 比较 PSIP1-siRNA 转 染 组 细胞 中 PSIP1 和 蛋白 水 平 
下 降 ( 图 1)。 说 明 siRNA 能 有 效 降低 U87 细 胞 中 PSIP1 
表达 ,保证 后 续 实 验 顺 利 进行 。 
22 EER Ja UBT 细胞 侵 歼 能力 的 变化 

转 染 成 功 后 进行 侵 交 实验 ,PSIP1-siRNA 转 染 组 8 h 
穿 过 Transwell 小 室 基 底 腊 的 细胞 86.70+4.71 相对 于 
NC-siRNA 转 染 组 143.40+7.42 和 未 转 染 组 150.30 
5.27 明显 减少 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.001)， 
NC-siRNA 转 染 组 与 未 转 染 组 之 间 差 异 无 统计 学 意义 
(P>0.05, 图 2)。 
2.3 转 米 后 U87 28 3t 49 Be 71 8] E AC 

转 染 成 功 后 ,PSIP1-siRNA 转 染 组 24.48 h 细胞 迁 
移 面积 10.11+0.25 相对 于 NC-siRNA 转 染 组 17.28 
0.35 和 未 转 染 组 18.17+0.18 明 显 减 小 ,差异 具有 统计 学 
意义 (P<0.001) ,而 NC-siRNA 转 染 组 和 未 转 染 组 之 间 
差异 无 统计 学 意义 (P>0.05, 图 3)。 
2.4 转 染 后 U87 细胞 Slug、N-cadherin、B-catenin 蛋白 的 
表达 

Western blot 检 测 了 Slug,N-cadherin,p-catenin, 2 
果 如 图 4 示 ,PSIP1-siRNA 转 染 组 U87 细胞 中 ,Slug、 
N-cadherin、B-catenin 集 白 表达 下 调 。 


胶 质 瘤 是 颅 内 最 常见 的 恶性 肿瘤 ,目前 胶 质 瘤 的 治 
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图 1 转 染 后 各 组 U87 细 胞 PSIP1 蛋白 (4) 和 mRNA(B) 的 表达 
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Fig.1 Expression of PSIP1 protein (A) and PSIP1 mRNA (B) in U87 cells transfected with siRNA. ***P«0.001 vs 


non-transfected or NC siRNA groups. 
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疗 以 手术 切除 为 主 , 辅 以 放疗 /化 疗 等 综合 治疗 ,但 总 体 
疗效 仍 不 满意 ,复发 率 高 ,预后 差 ”。 胶 质 瘤 的 一 个 重 
要 特征 是 高 度 侵袭 性 ,这 种 特性 使 得 其 与 正常 脑 组 织 分 
界 不 明显 而 不 能 用 手术 方法 完全 切除 %。 而 上 皮 细 胞 
间 质 化 (EMT) 作 为 肿瘤 发 展 过 程 中 的 重要 现象 ,可 促进 
肿瘤 细胞 的 侵袭 的 。 因 此 ,研究 胶 质 瘤 的 侵袭 浸润 对 指 
导 胶 质 瘤 的 治疗 具有 重要 意义 。 目 前 PSIPIILEDGF 在 
抗 艾 滋 病 研究 方面 取得 较 大 进展 ”" ,同时 也 参与 肿瘤 
细胞 的 生长 增殖、 分 化 及 血管 生成 等 诸多 肿瘤 病理 生 
理 过 程 汪 。 但 关于 PSIP1 表 达 对 胶 质 痪 侵袭 .迁移 能 力 的 
影响 及 其 是 否 与 EMT 有 关 的 相关 研究 尚未 见报 道 。 

本 研究 通过 小 RNA 干 扰 技 术 , 下 调 胶 质 瘤 U87 细 
胞 中 PSIP1 表 达 , 观 察 了 PSIP1 水 平 降 低 对 胶 质 瘤 细胞 


8 h (x200) 


PSIP1 siRNA 


8 h (x200) 


NC siRNA 


图 2 转 染 后 各 组 U87 细 胞 侵袭 能 

Fig.2 Detection invasion abilities of U87 cells 8 h 
after transfection. A: Change of invasion abilities of 
U87 cells after transfection (DAPI staining, original 
magnification: x 200); B: Cells number per field in 
each group. ***P«0.001 vs non-transfected or NC 


SiRNA groups. 
RR .迁移 能 力 的 影响 。 转 染 培 养 24 h 后 采用 Real- 


time PCR 检测 转 染 效率 ,结果 显示 ,PSIP1 表 达 明 显 下 
降 ,U87 细 胞 侵 砍 .迁移 能 力 均 显 著 下 降 , 差异 具 有 统计 
学 意义 。 表 明 抑 制 PSIP1 表 达 可 明显 降低 胶 质 瘤 U87 
细胞 侵袭 和 迁移 能 力 。 以 上 研究 结果 表明 PSIP1 在 胶 
质 瘤 细胞 侵袭 中 起 重要 作用 。 为 了 初步 探讨 干扰 
PSIP1 表达 对 胶 质 瘤 U87 细 胞 侵袭 和 迁移 能 力 影 响 机 
制 , 结 合 文献 报道 "9, 肿 瘤 EMT 的 发 生 通 常 伴随 间 质 细 
胞 来 源 的 N-cadherin .p-catenin , Vimentin 及 FibroneCtin 表 
达 增 加 。 本 实验 中 ,通过 siRNA 干扰 降低 PSIP1 表 达 
后 , 间 质 细胞 来 源 的 N-cadherin 和 B-catenin 和 蛋白 表达 降 
低 ,说 明 PSIP1 可 通过 调节 N-cadherin 和 B-catenin 蛋白 
的 表达 影响 胶 质 瘤 U87 细 胞 的 侵 允 .迁移 能 力 ,从 而 推 
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图 4 转 染 后 U87 细 胞 N-Cadherin、Slug、B-Catenin 蛋白 的 表达 

Fig.4 Protein expression of N-cadherin, Slug and B-catenin in U87 cells after transfection. A: Western blotting results of the 
protein levels of N-cadherin, Slug and B-catenin in each group; B: Quantitative protein expression of N-cadherin, Slug and 
p-catenin relative to p-actin. ***P«0.001; **P«0.01 vs non-transfected or NC siRNA groups. 
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Wi PSIP1 可 通过 EMT 影 响 胶 质 瘤 U87 细 胞 的 侵袭 、. 迁 
移 能 力 。 为 进一步 研究 siRNA 干扰 降低 PSIP1 表 达 对 
U87 细 胞 侵袭 及 迁移 能 力 的 分 子 机 制 ,本 实验 检测 了 
EMT 密 切 相关 的 转录 因子 Slug 在 U87 细 胞 中 的 表达 。 
结果 显示 ,干扰 PSIP1 表 达 后 ,Slug 和 蛋白 表达 明显 下 降 ， 
说 明 PSIP1 可 通过 Slug 诱 导 U87 细 胞 发 生 EMT。Slug 
属于 Snail 锌 指 转录 因子 超 家 族 成 员 之 一 ,具有 高 度 保 
守 的 匀 指 结构 (C2H2- 型 ) 区 域 ,可 以 通过 与 鞭 基 因 的 
E-box 结 构 域 结合 从 而 抑制 其 转录 ,在 胚胎 发 育 ,肿瘤 转 
移 及 组 织 纤维 化 过 程 起 重要 作用 “5 。 在 EMT 过 程 中 ， 
Slug 基 因 通 过 抑制 E-cadherin 的 转录 与 表达 ,使 上 皮 细 
胞 间 紧 密 连 接 丢 失 , 失 去 粘 附 特性 ,从 而 促进 上 皮 细 胞 
向 间 质 细胞 转化 ,参与 恶性 肿瘤 的 侵袭 与 转移 "*“"。 此 
外 ,目前 研究 表明 ,经 由 Wnt 信 号 通路 (Wnt/B-catenin 信 
号 通路 ) 是 诱导 上 皮 组 织 EMT 的 重要 信号 通路 ,Wnt 信 
号 通路 激活 后 可 使 Slug 表 达 增 加 ,从 而 诱导 EMT"; 本 
实验 结果 显示 干扰 PSIP1 表 达 后 ,调控 经 典 Wnt 通 路 的 
B-catenin 蛋白 表达 明显 下 调 ,说 明 PSIP1 可 通过 调控 
WnUf-catenin 信号 通路 参与 胶 质 瘤 的 侵袭 .迁移 。 
此 ,我 们 推测 PSIP1 可 通过 调节 Wnt/B-catenin 信 号 通路 
来 调节 Slug 的 表达 ,进而 诱导 EMT 的 发 生 ,参与 胶 质 瘤 
U87 细 胞 的 侵袭 迁移。 

综合 上 述 ,siRNA 干扰 降低 PSIP1 表达 后 ,可 通过 
抑制 经 典 Wnt/B-catenin 信号 通路 来 调节 Slug 的 表达 
进而 调控 EMT, 从 而 参与 调控 U87 细胞 的 侵袭 及 迁 
移 ,这 对 指导 胶 质 瘤 的 靶 向 治疗 有 重要 意义 。 
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